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Samenvatting
MESANGIALE CEL BIOLOGY. MODULÁTIE VAN GROEI, EXTRACELLUIÁI-
RE MATRIX PRODUCTIE EN EIWIT SYNTHESE VAN GEKWEEKTE GLOMERUIÁIRE
MESANGIALE CELLEN:In dit proefschrift is het effect bestudeerd op glomerulaire
mesangiale cellen (MC) in kweek van een aantal humorale en cellulaire factoren met
mogelijke pathofysiologische betekenis bij het ontstaan en de progressie van glomerulos-
clerose. Glomerulosclerose bestaat als "primaire" aandoening en kan daarnaast bij
nierziekten voorkomen als secundair fenomeen. De afwijking wordt histologisch geken-
merkt door depositie van hyalien materiaal, een toename van extracellulaire matrix
(ECM), MC proliferatie (hyperylasie), obliteratie van de capil laire lumina, en adhesies
aan het kapsel van Bowman. De studie parameters, die gehanteerd werden voor het
analyseren van de effecten van bovengenoernde factoren op de MC biologie, betroffen: 1)
regulatie van de proliferatieve activiteit van gekweekte ratten MCs, 2) modulatie van
extracellulaire matrix eiwit produktie (f ibronectine, collagenen), en 3) het effect op de
totale MC eiwit synthese en op twee-dimensionaal gescheiden specifieke MC eiwitten op
basis van zowel het isoelectrisch punt als het molecuulgewicht (twee-dimensionale
polyacrylamide-gel electroforese (2D-PAG E)).
In het eerste hoofdstuk werd ingegaan op recente resultaten en ontwikkelingen wat
betreft de pathogenese van glomerulosclerose. Zowel experimentele in-vivo studies als
moleculair biologische in-vitro studies werden aangehaald en geïnterpreteerd. Op basis
van deze gegevens werd een hypothetisch model opgesteld met een aanLal mogelijke
nechanismen welke kunnen leiden tot glornerulosclerose.
In het tweede hoofdstuk werd het directe effect van verschil len in cel dichtheid op
groei en biosynthetische activiteit van Iv{Cs onderzocht, daar lvIC hyperplasie een van de
kenmerken van glomerulosclerose is. We vonden een sterke negatieve correlatie tussen de
toename in cel dichtheid en de proliferatieve activiteit van MCs. De cel geassocieerde MC
biosynthetische activiteit l iet een bi-fasisch beeld zien met een toename van ECM
produktie van subconl-luente MC naar confluente MC, maar een afname van confluente
naar supraconfluente MCs. De activiteit van de Ir{C wat betreft de in het medium uitge-
scheiden eiwitten narn af nret het toenemen van de cel dichtheid. Dit werd voor zowel
fibronectine en collageen als voor de totale eiwit synthese gevonden. Immuunprecipitatie
studies l ieten zien dat dit eÍ-fect voor collageen waarschijnlrlk bewerkstell igd werd door
een toename in collageen I synthese met autocrine down-regulatie van de produktie. 2D-
PAGE, ar:alyse en immuun kleuringen op Western blots van MC lysaten l ieten een sterke
op-regulatie zien van heat-shock protein 90 en glucose regulated protein 78 door supra-
confluente MCs vergeleken met subconfluente of confluente MCs (die onderling geen
verschil len vertoonden).
In het derde hoofdstuk werd nader ingegaan op de mogel4ke directe effecten van
de vasoact ieve hontronen scrotoninc.  arg in ine vasopressine.  n angiotensine I I  op MCs.
Alle onderzochte hormonen bleken de proliferatie van MCs te verhogen. De hoeveelheid
uitgescheiden fibronectine werd verhoogd en de hoeveelheid cel-geassocieerde fibronectine
werd verlaagd in subconfluente MCs door arginine vasopressine, terwij l er geen effect
met de andere hormonen werd gezicn. De hoeveelheid uitsescheiden fibronectine werd
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verhoogd door arginine vasopressine en het MC geassocieerd fibronectine werd verlaagd.
Specifieke eiwit analyse liet een sterk effect zien van arginine vasopressine op de eiwit
expressie terwijl het modulerend vermogen van de andere hormonen een minder sterk
uitgesproken beeld vertoonde.
Hoofdstuk vier handelt over het in-vitro effect van een mogelijk therapeuticum
voor glomerulosclerose, heparine. Zowel de effecten van commercieel heparine als van
gedesulfateerd en geacetyleerd heparine (DSA-heparine) zonder anticoagulatie activiteit,
werden onderzocht en vergeleken. Beide heparines waren in stáat de proliferatie van MCs
dosis aftrankelijk te remmen. Cel cyclus studies lieten zien dat dit toe te schrijven is aan
een vertraging van de cel cyclus in de Go/Gl fase. Beide heparines verhoogden de
hoeveelheid cel geassocieerde fibronectine per cel en verlaagden de hoeveelheid uitge-
scheiden fibronectine. Deze fenomenen werden waargenomen bij alle cel dichtheden die
werden bestudeerd. Beide heparines verlaagden de MC geassocieerde collageen synthese
totdat confluente cel dichtheid werd bereikt, waarna geen verandering meer werd gezien.
De collageen uitscheiding werd niet beïnvloed. 2D-PAGE analyse liet grotendeels dezelfde
veranderingen zien voor beide heparines.
In hoofdstuk vijf werden MCs geïncubeerd met macrofaag-geconditioneerd
medium (Mf-GM) omdat wordt aangenomen dat in de glomerulus inhltrerende macrofa-
gen een belangrijke rol spelen bij het ontstaan van glomerulosclerose (behandeld in
hoofdstuk l). Een relatief korte incubatie tijd werd gebruikt (24 uur) en verschillende
verdunningen werden getest op hun proliferatieve activiteit. Verdunning van 1:1000 en
i:5000 bleken MC proliferatie te induceren terwijl lagere of hogere verdunningen geen
effect vertoonden. De verdunning 1:1000 werd gebruikt voor de evaluatie van de MC
biosynthese. Cel-geassocieerd fibronectine werd significant verhoogd na incubatie met
MF-GM, terwijl de overige parameters geen verandering vertoonden.
Concluderend kan gesteld worden dat de cel dichtheid het gedrag van MCs in
kweek sterk beïnvloedt. Een analoge modulerende invloed van celdichtheid treedt
mogelijk in-vivo op bij het ontstaan van MC hyperplasie. Vasoactieve hormonen hebben -
naast hun bekende hemodynamische effecten- ook een direct effect op de MC proliferatie
en biosynthese. Het effect van heparines lijkt niet gecorreleerd te zijn aan hun anti-
coagulerend vermogen. Mf-GM in de gebruikte verdunning heeft een proliferatief effect
met toename van cel-geassocieerd fibronectine. Het is waarschijnlijk dat de verhouding
van de onderlinge concentratie van de -multiple- cytokines in het Mf-GM het biologisch
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